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論文内容要旨
              【研究目的】
 腎臓においては, 虚血後再灌流した組織で細胞死や尿細管障害が報告されており, 腎機能の回
 復を遷延させる原因となっていると考えられるが, これまで細胞死は急性尿細管壊死 (ネクロー
 シス) と考えられてきた。 しか し近年, もう一つの細胞死の形態であるアポトーシスの関与が報
 告されてきている。 そこで本研究では, 虚血一再灌流による腎障害へのアポトーシスの関与につ
 いて解析し, さらにアポトーシスに至る機構のひとつとして, 1igand との結合により細胞にア
 ポトーシスを誘導する Fas に着目 し, 虚血一再灌流腎のアポ トーシスにおいて役割を演じてい
 るか否かを検討した。
              【研究方法・結果】
 虚血一再潅流腎モデル:5～6週齢の ICR マウスの左腎動静脈をそれぞれ 30 分, 60 分, 120
 分間遮断した後血流を再開させ, 24 時間の後に両腎を摘出 し, 以下の各実験を行った。
 (1) 虚血一再潅流腎の形態像
 虚血一再漂流腎の Hema七〇xylin-eosin 染色標本を作成 し検討 した結 果, 腎髄質外層のヘ ンレ
 の係蹄～遠位尿細管の管腔内に apoptosis を呈する細胞が見られた。 電顕では腎髄質外層の尿細
 管内にアポ トーシスに特徴的な形態像を示す尿細管上皮細胞が観察された。
 (2) 虚血一再灌流腎における二本鎖 DNA切断の検出
 抽出DNA のアガロースゲル電気泳動を行い, 臭化エチジウムで染色した。 この結果, 虚血一
 再灌流腎ではアポ トーシスに特徴的な DNA の二本鎖切断を示す 180～200 塩基対の Iadder for-
 mation が観察された。
 (3) 虚血一再灌流腎の組織切片上での DNA鎖切断の検出
 Term inal deoxynucleo tidyl transfera se-m ediated dUTP-biotin nick end labeling 法
 (TUNEL) をパラフィ ン切片を用いて施行 し, 虚血一再灌流腎の細胞レベルでの DNA 鎖切断の
 分布を検討した。 この結果, 虚血時間の延長に並行して, 髄質外層を中心と した尿細管上皮細胞
 や管腔内に脱落 した細胞の核が陽性となった。
 (4) 虚血一再灌流腎における増殖細胞の検出
 DNA複製中の細胞は TUNEL 陽性となりうるため, proliferative cell nuclear antigen
 (PCNA) の免疫組織染色を行い, 増殖期にある細胞を検出した。 その結果, 虚血一再灌流腎に
 おいて PCNA 陽性細胞は TUNEL 陽性核と異なる分布を示 しており, TUNEL 陽性細胞は DNA
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 複製 中の細胞ぐ は異なると考え られた。
 (5) 虚血一再灌流腎における Fas mRNA の発現
 虚血一再灌流腎から抽出 した RNA で, 聖 でラベルした Fas cDNA をプローブと して north-
 em blot を施行 したが, 虚血一再灌流腎標本では Fas mRNA の発現が対照に比して明らかに増
 強していた。
 (6} 組織切片上における Fas mRNA の検出
 4%paraformaldehyde 固定標本を用いて, チミン二量体化 Fas cDNA をプローブと して
 `π sε施 hybridization を施行した。 Fas mRNAのシグナルは皮質と髄質外層外帯および内帯の
 ヘンレの係蹄～遠位尿細管細胞に観察された。
 (7) 組織切片上における Fas 蛋白の発現
 抗マウス Fas 抗体を用いて虚血一再灌流腎の免疫組織染色を施行 したところ Fas mRNA と同
 様に, 皮質と髄質外層外帯および内帯のヘンレの係蹄～遠位尿細管でFas 陽性細胞が観察され
 た。
 (8) ゆr/ `ρrマウスを用いた検討
 Fas の遺伝的異常により Fas 介在性のアポ トーシスが起こ らない B6 加r/ lρrマウスを用い虚
 血一再灌流腎モデルを作成し, TUNEL にて DNA 鎖切断の出現を検討した。 その結果, 対照に
 比して φr/ 1ρrマウスでみられた TUNEL 陽性核は極めて少数であり, アポ トーシスが Fas を介
 するこ とを裏づける 結果と考え られた。
 (1)～(8)の結果から, マウス腎で虚血一再灌流により腎髄質外層を中心と して尿細管細胞にアポ
 トーシスが誘導され, このアポ トーシスは Fas を介する可能性が高いと考えられた。
               【研究の意義】
 これま で, 虚血一再灌流により腎尿細管上皮細胞にアポ トーシスがみ られることは報告されて
 いるが, アポトーシス細胞の正確な局在とアポ トーシス誘導の分子生物学的機序については未知
 のままであった。 本研究で得られた生化学的, あるいは組織化学的な証拠により, 初めて虚血一
 再灌流腎にみられるアポ トーシス が髄質外層の遠位部の尿細管に限局 していることが明 らかとなっ
 た。 さらにアポ トーシスの誘導因子と して Fas が関与 している可能性が高いことが示された。
 本研究をは じめと して虚血一再灌流腎でのアポ トーシスとその制御因子に関する知見を集積 して
 いくことは, 腎移植や急性腎不全における尿細管障害の軽減につながる可能性が高く臨床的にも
 重要であると考え られる。
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 審査結果の要旨
 急性腎不全や腎移植後にみられる腎の尿細管障害は, 腎疾患において極めて重要な位置を占め
 ている。 この場合, 形態的には急性尿細管壊死の形態をとるとされ, 原因として血流分布の不均
 一性や, エネルギー代謝をはじめとする細胞機能の障害が考えられてきた。 しかし, 最近では細
 胞死め一形態で, 生体の種々の生理及 び病態生理において重要な生命現象であるアポ トーシスの
 関与 が尿細管障害において も徐々に明 らか となってきている。 アポ トー シスは細胞自身が選択す
 る能動的な細胞死である反面, 様々なアポトーシス関連分子や成長因子により修飾を受け, 外因
 性に制御できる可能性もある。 このう ち, ligand との結合により細胞にアポ トーシスを誘導す
 る細胞膜蛋白 Fas は免疫系の制御において非常に重要な役割を果た しているが, 近年それ以外
 の器官において も病態に関与 していることが知られてきてお り, 腎疾患において もその役割には
 興味が持たれるところであ る。
 虚血一再灌流により腎尿細管細胞にアポ トーシスが誘導されることはすでに報告されている。
 しか しその機序に関 しては現在まで確定されていな い。 この学位論文ではマウスを用いて, 虚血一
 再灌流腎モデルをつくり, 腎にアポトーシスが起こっていることを確認し, 組織化学的な手法で
 腎の髄質外層内帯の遠位尿細管にアポ トーシスが見られることを明 らかに している。 また, 虚血一
 再灌流腎において遠位尿細管に Fas が発現 していることを分子生物学的手法を用いて証明した。
 さらに, Fas のノ ックアウ トマウスである 1pr マウスを用いて同様のモデルを作成 し, 尿細管細
 胞のアポ トーシスが減少 していることを明 らかに している。 このことはアポ トーシスの発生機序
 として Fas が実際に関与 している可能性が高いことを世界に先駆けて示したものであ り, 独創
 的であると評価できる。 さらに, 今回の研究から腎虚血の急性期において Fas の制御がアポトー
 シスを減少させ, 腎機能障害を軽減する可能性も考えられ, 将来的な臨床的治療に結びつく研究
 と して も高く評価でき, 学位論文と してふさわ しいと推薦できる。
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